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論 文 内 容 要 旨
序 論
マ メ科植物 と根粒菌 の共 生窒素固定 は農業 にお け る持続 的生産体 系の
確立 に寄与す る ことが期 待され 、 これ まで に も窒 素固定効 率 の高 い根粒 菌 を接
種す るた めの多 くの研究 がな され てきた.し か し、実際 の 圃場 で は窒 素 固定効
率 の低 い土着根 粒菌が接種 菌よ り高 い根粒 占有率 を示す場 合が多 く、接 種資材
普及 の障害 とな って いる.こ れ は、根粒菌 が マメ科 植物 の共 生細 菌 として だけ
で はな く、土 壌 中で単 生生活 を送 る一般 の従 属栄養細 菌 と して の側面 をもち、
環 境 中で一 定 の菌密度 を保つた めには様 々な環境要 因 に適 応す る必要 が あるた
めで ある.こ のよ うな土 着菌 との競合 問題 は難分解 性物質 分解 菌な どの有用菌
を土 壌環境 中で応用す る場合 に も発 生 し、微 生物 生態学 によって解決 され る こ
とが期待 されて いる重 要な課題 の一つであ る.
土着 根粒菌 の高 い環 境適応 力の原 因 を探 るた め、世 界各地 で土 着根粒
菌 の遺 伝 的多 様性 の研究 が行わ れて きた.ダ イズ には主 に βro4yr厩oわ伽z属
の根粒菌 が根粒 を形 成す るが 、我 々 の研 究室 では土着 ダイ ズ根 粒菌 の株 レベル
の多様性 を調べ るため、βrαのr厩o伽 規属 が特異的 に保有 す る挿入 配列RSα お
よびRSβ を用 いた フィ ンガー プ リン ト解析 を行 って きた.そ の過程 でRSα お
よびRSβ を非 常 に多 コ ピー保有 し、β.ノ卯oη蜘 配 に属 す る株 が 日本 各地 の圃場
か ら分 離 され 、超反復:配列保有(highlyreiterlatedsequencepossesing)株 、HRS
株 と名付 け られた.HRS株 はB.ノ αρo耽L〃ηのみで見 いだ され 、β.81んα漉 では
見 いだ され て いな い.ま たHRS株 はRSα お よびRSβ 以外 にも我 々の研 究室 で
新 規 に単離 された数種 のISを それぞ れ多 コ ピー保有 し、そ の中で もIS1631は
HRS株 が特 異的 に保有 して いる.IS1631は レプ リコ ン融合 を起 こすIS21フ ァ
ミリー に属 し、HRS株 の生成 に関わ って い ると考 え られ た.
我 々の研究室 では、 圃場生態系 内で β.ノαpoη'侃規 の通 常株(以 下non-
HRS株)か ら、動 く遺伝子 のISが 関与 したDNA再 編 成 によ りHRS株 が 生成
す る とい う仮説 の もとに研究 を行 って いる.こ れ まで に単離 され たHRS株 は
①non-HRS株 に比べ増 殖が遅 い、② 数種 の抗 生物質 に対 す る耐性 が低 い、③
共 生窒素固定 に携わ る遺伝子 の周辺 でISの 関与 した と思 われ るDNA再 編成
の痕 跡が見 られ るな どの生存 に不 利 と思われ る特徴 を示す が 、通常 の共 生窒素
固定 を行 う,ま た 、あ る圃場 のダイズ根粒 ではHRS株 が優勢 で あった.こ の
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圃場 は30年 以上 にわた ってダイズ とイネの 田畑輪 換 をお こな って いる.こ の
ため、HRS株 は湛水土壌 の環 境 に適応 して いる と考 え られ た.
そ こで 、 本 研 究 で は①HRS株 が 生 成 す る こ と は ダ イ ズ 根 粒 菌B.
ノαpoη∫c麗彫 に普 遍 的 に起 こる現象 なのか、そ して②HRS株 は どの よ うな環 境 に
どのよ うに適応 して いるか を検討 し、土 着菌 と して のHRS株 の土 壌 生態系 内
で の挙 動 を明 らか にす る ことに した.
1章 ダ イ ズ 根 粒 菌HRS株 の地 理 的 ・系 統 的 分 布
ダイ ズ根 粒菌B.ノαpoη∫c那〃zからHRS株 が 生成す る とすれ ば、 日本以 外
の圃場 に もHRS株 が 出現す る と考 え、世 界各地 の 圃場か ら分 離 され た ダイズ
根 粒菌 β.ノ卯ηo'c那〃1に・HRS株 が存在す るか を調 べ た.こ れ まで に単離 された
HRS株 は必ずIS1631を 保有 し、non-HRS株 は保 有 しない ことか ら、まずIS1631
特異的 なPcR増 幅(Fig.1)に よ り、Is1631保 有 株 を探索 した.そ の結果 、供
試菌株 の アメ リカ株22株 、 中国株1株 、韓 国株37株 、 タイ株14株 の計74株
よ りIS1631保 有株17株(23%)を 得 た(Table1).IS1631保 有 株 は どの国に
も存 在 して いた.
次 に これ らのIS1631保 有株 のtotalDNAの フィンガー プ リン ト解析 を
行 い、そ の株が 示すRSα 、RSβ のバ ン ドすべ ての シ グナル強 度 よ りコ ピー数 を
求 め、 コピー数 の顕著 な増加が見 られ るものをHRS株 とした と ころ、ア メ リ
カ の血清型135グ ルー プの株7株 と、 中国の増殖 が非常 に遅 い とい う報 告 のあ
る株1株 、計8株 がHRs株 で ある ことが 明 らか とな った(Fig.2).し か し、ls1631
保有 株で もRSα 、RSβ のコ ピー数 の顕著 な増加が 見 られな い株 が存在 して いた
こ とはH:RS株 が生 じるため にはIS1631の 存在 の他 に も何 らか の要 因が必要 で
ある ことを示 唆 して い る.今 回新 たにHRS株 だ と判 明 したア メ リカ の血 清型
135グ ルー プの株 はアルカ リ土壌 か ら高頻度 に単離 され た株で ある.ま た 日本
では 田畑輪換 を行 って いる湛 水土壌でHRS株 の 出現頻 度が高 い.し たが って
HRS株 が多 く出現 す る環境 は アル カ リ土 壌や湛 水 土壌 な どのス トレス環 境 で
ある ことが示 唆 され た.
16SrRNA(rrn)遺 伝子 配列 に基 づ く分子 系統 樹上でB.畝 α漉 が比較
的安 定で コ ンパ ク トな クラスター を作 るのに対 し、B.刀poηlc那配 は ある程 度 の
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広 が り(B.ノ αρoη'c㍑配cluster)を 持 っ て い る こ とが 知 られ て い る.そ こ でB.
ノopoη蜘 〃2HRS株 が こ:のク ラ ス タ ー 上 の どの よ うな 位 置 を しめ るの か検 討 を
行 った.今 回新 た に発 見 され たHRS株 を含 む 、HRS株 とnon-HRS株 の代 表 株
の 系 統 的 分 布 をrrη の 系 統 樹 を 作 成 して 検 討 し た(Fig.3).そ の 結 果 、B.
ノαpoη∫c配 はBJ-1とBJ-2の 二 つ の ク ラ ス タ ー にわ か れ 、HRS株 は どち らの ク
ラ ス タ ー に も分 布 して い た.HRS株 が 生 成 す る た め の 潜 在 的 な要 因 で あ る と
考 え られ るIS1631を 保 有 す る株 も 同様 にB.ノ αpoηεcκ配 全 体 に分 布 して い た.
これ に よ り単 一 の 系 統 の株 か らHRS株 が 生 じた の で は な く、 そ れ ぞ れ の株 が
分 岐 した後 にHRS株 が 生 じた こ とが 示 唆 さ れ た.
ま た 、HRS株 、non-HRS株 の 代 表 株 の 血 清 型 と 増 殖 速 度 を決 定 し た
(Table2).totalDNAの フ ィ ンガ ー プ リ ン ト解 析 か ら求 め たRSα 、RSβ の コ ピ
ー 数 を も と に 、HRS株 はRSα の 増 加 が 著 し い グ ル ー プ とRSβ の 増 加 が 著 しい
グル ー プ の2グ ル ー プ に分 か れ た(Fig.4).こ れ らグル ー プ は そ れ ぞ れ 系 統 樹
上 のBJ-1ク ラ ス タ ー と、BJ-2ク ラス タ ー と一 致 し た.ま た 、BJ4に は血 清 型
110と122の 株 が 、BJ-2に は 血 清 型123と135の 株 が 属 した.増 殖 速 度 を比 較
し と ころ 、BJ-1のHRS株 はBJ-2のH:RS株 よ りも さ らに 増 殖 速 度 が極 端 に 低
下 して い た.
2章 土:壌湛 水 処 理 に よ る ダ イ ズ 根 粒 菌HRS株 の 根 粒 占有 率 の 増 加
30年 近 く田畑輪換 を行 って い る新潟 県農 業試験 場 内の長倉圃場でHRS
株 の出現頻 度が高 い ことか ら、 田畑 輪換 にお け る湛水 条件 がHRS株 の環境 適
応 もしくはHRS株 の生 成 に関与 して いる可能 性が考 え られた.そ こで、 もと
もとHRS株 の出現頻度 の低 い中沢 圃場 の土壌(NC)と 中程度 の鹿 島台圃場 の土
壌(KSD)を 湛水処 理す る ことに よ りHRS株 の出現 頻度 が 増加す るか否 か を検
討 した.
サ ンプル の土 壌3kgを1/5000aの ワグネルポ ッ トに詰 め、 コン トロー
ル の土壌サ ンプル は、水 分含量 を圃場容水 量(最 大容 水量 の55%)に 保 った.
処理 は湛 水処 理 と、還元 状態 を高 め るた め に0.5%グ ル コース を加 えた湛 水処
理の2種 類 を行 った.約2ヶ 月後 、処 理 したサ ンプル土 壌2gを 滅菌 したバー
ミキ ュライ トに接種 し、 ダイズ を無菌 的 に栽培 した.栽 培 したダイズ よ り根粒
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を1処 理 にっき約100個 ずつ 回収 し、根粒 内部か らダイ ズ根粒 菌 を単離 した.
IAA生 産試験 、IS1631特 異的 なPCRに よ り菌 を同定 した ところ、 中沢 、鹿 島
台 圃場 いず れ も、湛 水処 理 を した土 壌 とグル コー ス添加湛水処 理 を した土 壌 の
どち らで も、水分含 量 を圃場容水 量 に保 った対照処 理土壌 よ りもB.刀poη 蜘 〃τ
IS1631保 有株が 顕著 に増加 した(Fig.5).IS1631を 保有 して いて も、HRS株 で
はな い株 も存在す る可能 性が あるので 、 中沢 圃場 のサ ンプル土壌か ら得 られ た
IS1631保 有 株 のRSα 、RSβ フィ ンガー プ リン ト解 析 を行 った結 果 、IS1631保
有株 の うちHRS株 は7割 を 占め、HRS株 として も湛水処 理 を した土壌で根粒
占有率が増加 して いた(Fig,6).
湛水処理 によ りHRS株 の根粒 占有率 が増 加 した原 因は、① 湛水条件 に
おいてHRS株 に とってnon-HRS株 よ り増殖や 生残性 な どの生存 に有利な条 件
が あ り、土壌 中で のHRS株 の相対 的 な菌 密度 増加 した、②菌 密度 に変化 はな
いが湛水処理 によ りH:RS株 の競合的 根粒形成能 がnon-HRS株 よ りも優勢 とな
った、③non-HRS株 が短 期間 でHRS株 に変化 した とい う3つ の可能性 が考 え
られ 、今 後 の検 討 の課 題 とした.
3章 低 栄 養 条 件 、 嫌 気 条 件 にお け る ダ イ ズ 根 粒 菌HRS株 の増 殖 と
生残 性
土壌湛 水処 理 によるHRS株 根粒 占有率 の増 加 の原 因の うちHRS株 の
湛水土 壌の条件 へ の適応 を検 討す る ことに した.通 常 の培 地ではHRS株 の増
殖 速度 は非常 に遅 いが 、湛 水土壌 は通常 の培地 とは栄養 条件や酸 素分圧が大 き
く異 なる と考 え られ る.そ こで 、 これ らの条件がB.ノ αpo耽 膨配 の増殖や生残
性 にお よぼす影 響 を調 べた.
まず 、① 通 常 の培 養iに用 い るHM培 地 を1/10、1/100に 希釈 した培地 、
②土 壌抽出液、③ 嫌 気条件 において 、HRS株 とnon-HRS株 の増殖実験 を行 っ
た.そ の結果 、低栄 養 になれ ばな るほ ど、HRS株 とnon-HRS株 の:増殖 に差 は
認 め られな くな った.土 壌抽 出液 で の増殖 は1/10希 釈HM培 地 での増殖 曲線
と同様 にな った.嫌 気 状態で はHRS株 もnon-HRS株 もほ とん ど増殖 しなか っ
た.① ②③ の どの条件で もHRS株 の増殖 量:がnon-HRS株 を大 き く上 回る こ と
はなか った(Fig7).こ れ よ り、湛水 土壌 の環境下 にお いてHRS株 がnon-HRS
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株 よ りも増殖 にお いて優位 にな って 、・HRS株 の相対 的 な菌 密 度が高 くな る可
能 性 は低 い と考 え られ た.
次 に① 長期 培養 、② 嫌気条件へ の暴 露 を一定 期 間 した 後 のHRS株(NK6、 、
NC32a)とnon-HRS株(NK2、NC4a)の 、コ ロニー形 成率 を調 べ た.そ の結果 、
長期 培養 にお いてHRS株(NK6)の コロニー形成 率 の高 さが若干 認 め られた
(Table3).5日 間 の嫌気条件 に暴露 した場合 はHRS株 もnon-HRS株 も細胞 膜
の色 素透過性 によって細胞 の生死 を判定す るLIVEIDEADキ ッ トで は生残率 が
高 か った,し か しなが ら、non-H:RS株 のコ ロニ ー形成 率 の著 しい低下が見 ら
れ た.一 方 、HRS株 の コロニー形成 率 はほ とん ど低下 しなか った(Table4).
これ は、non-HRS株 が 嫌気 ズ トレスや栄養 ス トレス を受 けた 後 に増殖 に適 し
た条件 にお かれ た時 、す ぐには増殖 を開始で きな いの に対 し、HRS株 は容易
に増殖 を開始 でき る ことを示 して いる と考え られ た.
増殖 の非常 に遅 いBJ4タ イプのHRS株 はnon-HRS株 と比べて、細胞
の大 き さが 小 さい こ とが分 か った(Fig.8).大 腸 菌 な どで は定 常;期にお いて
種 々の環境 ス トレス に耐 え うるよ うに構造的 ・生理的 に変化 し、球菌状 に小型
化す る.BJ-1タ イプHRS株 は何 らか の原 因で通 常 の増 殖期 にお いて も定 常期
の ような生理状態 にあ るため、 ス トレス耐性 が あるので はな いか と考 えた.そ
こで、HRS株 とnon-HRS株 で、ペ プチ ドグ リカ ン層 や細 胞膜 な どの微細 構造
に違 いが あるか どうか を透過型電子顕 微鏡で観察 した.そ の結果 顕著 な違 いは
認 め られず 、HRS株 は大腸 菌が定常期 にお ける小型 化 した細 胞 とは違 う生理
状態 で ある と考 え られ た.(Fig.9A,Fig.9B).
要 約
本博士論文 では以下 の こ とを明 らか とした.
1.ダ イズ根粒菌B.ノopoη'c那配RRS株 やIS1631保 有株 は地 理 的 にも系統的 に
も広 く分布 してお り、 ダイ ズ根粒菌 β.ノ叩oη蜘 η1HRSか ら普遍 的 にHRS株
が生成 した可能性 が ある.
2.ダ イ ズ 根 粒 菌B.ノ αρo漉 那班HRS株 は 大 き く2っ の グ ル ー プ に分 か れ 、 そ れ
ぞ れ の グル ー プ が 特 徴 的 な 系 統 的 な位 置 、RSα 、RSβ の コ ピー 数 、 血 清 型 、
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増殖速度 を示 した.
3.湛 水 土 壌 で ダ イ ズ 根 粒 菌B.抑oη ∫cκ〃11S1631保 有 株 お よ びHRS株 の根 粒
占有 率 が 増 加 した.
4ダ イズ根 粒菌B.ノopoη'c燃 が嫌気 ス トレスや栄養 ス トレスを与 え られ た後
に通常 の培養 条 件 に戻 した とき、non-HRS株 が 生 きて いて もす ぐには増 殖








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
根粒菌は,マ メ科植物に根粒形成する一群のグラム陰性の土壌細菌であ り,持 続的農業への貢献が期
待されている。しかし,窒 素固定率の高い優良根粒菌 を接種 しても,大 部分の根粒が土着菌により形成
され,必 ずしも接種効果を発揮できない事例が知られている。これは,根 粒菌がマメ科植物の共生細菌
としてだけでなく,土 壌中で単生生活 を送る一般の従属栄養細菌 としての側面を持ち,環 境中で一定の
菌密度を保つためには様々な環境要因に適応する必要があるからである。
本論文では,土 壌 ダイズ根粒菌の遺伝的多様性の解析過程で分かってきた多 コピーの挿入配列を保有す
るダイズ根粒菌Brα(妙肋06如m/qpo肋 αmHRS株 の;地理的 ・系統的分布を検討 し,RSα,RSβ のコピー
数の増加の程度 と,土 壌環境,血 清型,増 殖速度の間に関係を見い出した。すなわち,日 本の新潟農業
試験場の田畑輸環圃場に見い出されるRSα コピー数が高いHRS株 は,血 清型110&122に,16SrRNA
遺伝子に基づいた分子系統樹上でBJ1ク ラスターに属 した。一方,米 国の鉄欠乏アルカリ土壌から分解
されたRSβのコピー数の高いHRS株 は,血 清型135に,分 子系統樹上のBJ2ク ラスターに属 した。これ
らの結果は,ダ イズ根粒菌HRS株 は,土 壌条件や遺伝的背景に応 じて生成 し環境に適応 してきたことを
示唆 しているもの と考えられた。
BJ1タ イプのHRS株 が薪潟の田畑輸環圃場に高頻度に分離されるので,そ の原因を探 るために,モ デ
ル実験を行った。元来HRS株 の出現頻度が低い土壌を,土 壌湛水処理 を行 うことにより,HRS株 による
ダイズ根粒の占有率が有為に上昇 した。この結果は,酸 素が遮断される土壌湛水によって,土 壌細菌の
微生物相が変化 し,HRS株 のpopulationが110n-HRS株 より増加 していることを示唆 していた。
次に,土 壌環境に近い低栄養条件や栄養ス トレス条件下におけるHRS株 の増殖特性 と生残性について
検討を行った。:通常の培地(HM,TY)で は,HRS株 の増殖速度はnon-HRS株 より低いが,こ れらの
培地を希釈すると両者の増殖速度はほぼ同じになった。実際,土 壌抽出培地では,両 者の相違はほとん
ど見 られなかった。さらに,30日 以上の定常期 を経た栄養ス トレス細胞の増殖を検討 したところ,田 畑
輸環圃場から分離されたHRS株 では,当 該圃場から分離されたnon-HRS株 より10倍程度高いコロニー




は本論文提出者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定 した。
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